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摘要 
Slit 蛋白是通过与其受体 Roundabout（Robo）作为神经轴突导向和神经元
迁移的排斥性因子以及白细胞趋化的抑制因子发挥作用的一类分泌型糖蛋白，
同样参与肿瘤细胞转移侵袭的调控。其中 Slit3 在多种肿瘤组织中普遍低表达，
目前对 Slit/Robo 信号的研究主要集中于 Slit2，而对 Slit3 在肿瘤转移侵袭中的
作用研究鲜见报道。 
我们通过在纤维肉瘤细胞 HT1080 过表达 Slit3 基因，分析 Slit3 对肿瘤细
胞侵袭转移作用，我们发现体外铺有 matrigel 的 Transwell 侵袭实验中，Slit3
过表达后抑制 HT1080 的迁移侵袭，在裸鼠皮下成瘤实验中，肿瘤体积明显变
小、重量明显降低，Slit3 过表达后抑制 HT1080 肿瘤细胞的侵袭转移。此外肿
瘤切片HE染色后发现GFP组有病灶点，而 slit3过表达则少见，这个结果说明，
Slit3 显著抑制 HT1080 细胞转移。 
基质金属蛋白酶 MMPs 是与肿瘤侵袭迁移关系最密切的一类蛋白水解酶，
明胶酶谱实验和半定量 PCR 检测 MMP 的结果表明， slit3 过表达后
MMP2,MMP9 的表达明显降低，而 MMP3，MMP13 表达量上调。使用 MAPK
及 AKT 的抑制剂处理 HT1080 细胞后与对照组（加 DMSO）相比，发现 P38
抑制剂显著抑制 MMP2，9 表达，促进 MMP1、3、10，TIMP1 的表达；ERK
抑制剂显著抑制 MMP1、9、13 的表达，对其他 MMPs 及 TIMPs 的表达则无显
著影响；JNK 抑制显著抑制 TIMP1 的表达，对 MMP2 的表达也有抑制作用，
但对其他基因无显著影响。PI3K 抑制剂显著抑制 MMP9、13 的表达，对 MMP2
的表达也有一定程度的抑制作用。我们推测 p38 MAPK 信号通路促进 MMP2、
9 的表达，而抑制 MMP1、3，10，TIMP1 的表达；Erk MAPK 信号通路促进
MMP1、9 的表达；JNK MAPK 信号通路促进 TIMP1、MMP2 的表达；PI3k/Akt
信号通路促进 MMP9、13 的表达，但抑制 MMP1 的表达。此外，Western blot
的结果显示 slit3过表达后抑制了HT1080细胞中 p-Erk和 p-Akt的活性，对 p-p38 
MAPK 则无显著影响。表明 slit3 很可能通过抑制 p-Erk 及 p-Akt 的活性来抑制
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MMP9 的表达。 
关键词：基质金属蛋白酶 Slit3 肿瘤侵袭迁移 MAPK 及 PI3K/AKT
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Abstract 
Slits perform together with Roundabout (Robo) receptors as chemo-repellent in 
axon guidance, neuronal migration, and inhibitor in leukocyte chemotaxis .In a 
variety of tumor tissues Slit3 shows very low expression. However, current studies 
about Slit/Robo signaling mainly focus on Slit2.Few researches have been reported 
about that Slit3 plays important role in tumor metastasis. 
Through the construction of Slit3 overexpression in HT1080 Fibrosarcoma 
cells, we analyzed the impacts of Slit3 on cell migration,the result of transwell 
experiment with matrigel shows that Slit3 significantly inhibits HT1080 migration in 
vitro. In vivo experiment with nude mice injecton of Slit3 overexpression in 
HT1080 cells shows the tumor volume decreased significantly, and the weight is 
decreased obviously. This indicates that Slit3 inhibis HT1080 cells invasion and 
metastasis in tumor. Meanwhile tumour biopsies HE staining shows that GFP 
control has focal point,Slit3 dosenot have focal point,this result indicates Slit3 
inhibit cell migration in vivo. 
Matrix metalloproteinases are the most closely related class of proteolytic enzymes 
with tumor invasion and migration. We use Zymograohy and SEMI-PCR detect the 
expression of MMPs,in Slit3 overexpression HT1080 cells,MMP2,MMP9’s 
Expression is decreased obviously，while MMP3，MMP13 expression increased. Use 
of MAPK and AKT inhibitor treatment HT1080 cells,we found that P38 inhibitors 
inhibit MMP2, 9 expression, promote MMP1, 3, 10, TIMP1 expression; ERK 
inhibitors inhibit the expression of MMP1, 9, 13, but has no significant influence on 
the expression of other MMPs and TIMPs ; JNK inhibitors significantly inhibit 
TIMP1 expression, and subtle effect on the expression of MMP2, but had no 
significant effect on other genes. PI3K inhibitors inhibit the expression of MMP9, 
13, the expression of MMP2 in also has a certain degree of inhibition. We 
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hypothesized that p38 MAPK signaling pathway promote the expression of MMP2, 
9, and inhibit MMP1, 3, 10, TIMP1 expression. Erk MAPK signaling pathway 
promotes the expression of MMP1 and 9. JNK MAPK signaling pathway promote 
TIMP1, the expression of MMP2;PI3k/Akt signaling pathway promote the 
expression of MMP9, 13, but inhibit MMP1 expression. Western blot results shows 
in slit3 overexpression HT1080 cells ,the activity of p - Erk and p - the Akt were 
surpressed,but had no significant effect on the p - p38 MAPK.Slit3 probably inhibit 
p-Erk and p-Akt activity in order to inhibit the expression of MMP9. 
 
Key words：Matrix metalloproteinases Slit3 tumor invasive migration MAPK and 
PI3K/AKT  
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第一章 前言 
1.1基质金属蛋白酶家族（MMPs）简介 
MMPs 是一类 Zn 离子依赖的蛋白水解酶，人类的 MMPs 是由 28 种不同
的内肽酶类组成的蛋白酶家族。小鼠中有 22 种 MMPs，现发现该家族至少包含
26 个成员。它可以降解几乎细胞外基质(Extracelluar matrix)的所有成分。根据
水解底物特异性分为以下 5 类：胶原酶：包括：MMP-1、8、13、18；基质酶
水解酶：MMP-3、10、11；明胶酶：包括 MMP-2 和 9；膜型基质金属蛋白酶：
MMP-14、15、16、17；其他类：MMP-7、12、18、19、20、21、22。MMPs 结
构具有高度的同源性，肽链含有 2 个 Zn 离子和 2 个 C a 离子，含有 1 个半脱
氨酸开关，能封闭或暴露活性中心 2 价阳离子并维持酶蛋白的稳定。所有 MMPs
都至少含有一个端前区域，一个催化域和一个高度保守的活性位点域。活性位
点域含有 HEXGHXXGXXH 基序，3 个组氨酸残基组成 3 个锌配体，谷氨酸残
基组成活性位点。MMPs 在端前区域还包含一个特有的 PRCGVPD 基序负责保
存酶原潜在的活性。除 MMP-7 外，所有 MMPs 都含有血红素同源域以保证与
底物特异性结合。另外，MMP-2，9 含有一个纤连蛋白型的明胶结合域。根据
结构和功能MMPs可以再细分为特定种类，MMPs要么是分泌型（MMP 1–13 和
18–20），要么是膜锚定型（(MMP 14–17），即 MT-MMPs[1]。如图 1。 
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1.1.1 MMPs 的主要作用 
MMPs 的主要作用是降解和重塑细胞外基质（ECM）［2］。在肿瘤中的作用
是 MMPs 参与了肿瘤浸润和转移过程中涉及 ECM 降解、细胞间黏附性改变、
ECM 相互作用和肿瘤细胞穿过基底膜进行迁移等多个过程。MMPs 在多种恶
性肿瘤中过表达，与肿瘤的进展、分期和预后有密切关系［3］。ECM 是细胞赖
以生存的场所，维持细胞微环境的稳态，是机体防御肿瘤的天然屏障，其基本
骨架由Ⅳ型胶原组成。在肿瘤浸润和转移过程中，破坏 ECM 的屏障作用是个
重要环节。可降解 ECM 的酶包括丝氨酸蛋白酶类、MMPs、弹性蛋白酶类、
门冬氨酸蛋白酶类等，其中主要起作用的是 MMPs。MMP-1（间质胶原酶）降
解Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型胶原；而 MMP-2 和 MMP-9（Ⅳ型胶原酶）则在降解Ⅳ型胶原
中起重要作用，Ⅳ型胶原是构成基底膜的主要部分。MMP-3 可降解蛋白多糖、
FN 等。MMP-7 是一种小分泌型蛋白水解酶，它有较广的底物特异性[4]。此外，
MMPs 还可能通过调节肿瘤间的黏附作用、抑制肿瘤细胞凋亡和促进肿瘤细胞
增殖等促进肿瘤的发生与发展［5］。 
MMP-2，MMP-9 是在肿瘤侵袭和转移过程中是研究最多的蛋白酶，都是
明胶酶，都是能够降解Ⅳ型胶原的两种蛋白水解酶，并且通过破坏基质的降解
平衡而促进肿瘤突破基底膜和 ECM 构成的天然屏障，从而促进肿瘤向周围组
织及远处组织器官的转移［6］。MMP-2，MMP-9 并不是由恶性组织上皮产生的，
而是由周围的肿瘤间质分泌的，炎细胞中的巨噬细胞和中性粒细胞都过表达
MMP-2，MMP9。促进肿瘤血管的形成肿瘤的生长依赖新生血管为其提供营养。
MMPs 在肿瘤血管形成过程发挥着多方面的作用：通过降解细胞外基质，刺激
干细胞和内皮细胞迁移形成血管和分泌细胞外基质活性物质、整合素、生长因
子和黏附分子以及释放血管生成因子，如 FGF-2、TGF-p 和 VEGF 等［7］。 
1.1.2MMPs 的表达和活性的调控 
MMPs 的表达和活性受多方面因素的调控：(1) MMPs 的表达受到癌基因、
生长因子和细胞因子的调节。(2)MMPs 以酶原形式分泌，其活化需要由外源性
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水解酶切除氨基酸前肽。除膜结合型 MMP 和 MMP-11 外， MMPs 均是以无
活性的酶原形式分泌，之后在细胞间隙内被激活。所以只有激活原蛋白酶原，
才能对细胞外基质产生有效的作用。激活步骤通常包括：保守半胱氨酸氨基端
的活性前区的断裂；锌-半胱氨酸结合区打开，接着通过进一步的蛋白分解作用
而使活性前区剩余部分失活。大多数 MMPs 包括 MMP-1 ，-3 ，-7，-9 都可
被纤维蛋白溶酶和尿激酶型纤维蛋白溶酶原等丝氨酸蛋白激酶激活，激活的酶
可分解一种或多种 ECM 成分。同时 MMPs 之间的作用也可以相互激活，如
MT-MMPs 可激活 MMP-2 ，MMP-2 可激活 MMP-9。 (3)MMPs 的活性受到
天然存在于组织中的 TIMPs 直接抑制，MMPs 和 TIMPs 之间的平衡是 MMPs
活性的一个关键控制点。TIMPs 作为 MMPs 内源性特异性抑制剂，可在多个环
节抑制 MMPs 的作用，如阻碍 ECM 降解，抑制 ECM 中促血管生成因子的释
放，进而抑制血管生成 ［ 8 ］。组织金属蛋白酶抑制剂 (tissue inhibitor of 
metalloproteinases，TIMPs)是 MMPs 的主要生理性抑制剂。它是一个多基因家
族编码蛋白，目前发现有 TIMP-1、TIMP-2、TIMP-3 和 TIMP-4。TIMP 1~3 在
多种组织中均能发现，而 TIMP-4 似乎仅局限于心脏。TIMPs 合成受到各种细
胞因子和生长因子在转录水平上调控。TIMPs 以非共价键与 MMPs 以 1∶1 的
比例结合，结合部位可能位于 MMPs 的催化活性位点，也能与 MMPs 的碳末
端片段作用。TIMPS 抑制 MMPs 的激活有两种方式，一种在酶原在基质中转化
为活性形态时结合酶原防止无活性的 MMPs 激活，如 TIMP－2 与 MMP-2 前体，
TIMP-1 与 MMP-9 前体都可形成稳定的复合体以防止两者前体的激活［9］。
MMP-9 是分子量为 92kd 的蛋白质，以无活性的酶原形式存在，在发挥降解外
基质的功能时必须要经过激活的过程，原来的 92kd 切除一小段肽段，形成有活
性的 82kd 的片断。MMP-9 的激活机制很复杂，MMP-2，MMP-3[10]都是 MMP-9
的激活剂，但 MMP-3 是更有效，而 MMP-2，MMP-3 能否完成激活 MMP-9 的
作用还取决于 TIMP 的含量，只有当 MMP-3 浓度高于 TIMP 时，MMP-3 才可
完成度 MMP-9 的激活作用，而低于 TIMP 时，就不能发挥激活作用。MMP-3
表达增加了却并没有促进 MMP-9 的活化，这可能是因为 TIMP-1 的上调，
TIMP-1 特异抑制 MMP-9，而 TIMP-2 是 MMP-2 的特异抑制剂。 
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另外在活化的 MMPs 阶段与人体内部天然的组织金属蛋白酶抑制剂
（TIMPs）结合形成 MMPs－TIMPs 复合物，竞争 MMPs 与底物结合，从而抑
制 MMPs 活性。体内 MMPs 与 TIMPs 存在着动态平衡，他们之间的平衡决定
着细胞基质的降解或是聚集。因此 TIMPs 既能阻止 MMPs 的激活，也能抑制
活化的 MMPs 的蛋白水解功能。MMPs 存在的部位，一定存在 TIMPs。如恶性
黑色素瘤进程中诱导了 MMP-1，-3 及 TIMP-1，-3 的高表达，而 TIMP 的过
表达可能反映了宿主控制MMP 的活性，保护ECM完整性以对抗肿瘤的侵袭。
然而，癌组织中 MMPs 在一定程度上比 TIMPs 过表达，TIMPs 的增高不足以
抑制 MMPs 的活性。正常情况下，组织中 MM Ps 与 TIMPs 在体内保持着相
对平衡状态，它们的平衡决定着细胞基质是降解或聚集，从而在组织的修复、
重塑、肿瘤细胞的浸润及转移中具有重要意义。 
1.2 神经导向因子对肿瘤侵袭转移影响的相关研究 
神经系统发育的过程中，神经细胞的运动和轴突生长锥的生长方向受到其
微环境中多种分子的引导。分布于轴突以外，在神经发育过程中引导神经元轴
突选择正确途径成功到达靶区的分子，称为神经导向因子。轴突的生长锥可探
测周围环境中的神经导向因子。在生物体内神经和血管距离很近，彼此间存在
很多关联，具有相似的解剖结构和功能，研究者认为两个系统可能共享相同信
号分子[11]。目前研究确己证实两个系统间的发育关联性，参与神经轴突导向的
4 个分子家族：Netrin/ Unc-DCC (Uncoordinated，Deleted-in-Colorectal-Cancer)；
Slit/Robo(Roundabout)；Semaphorin/Plexin-Nrp(Neuropilin) 和 Ephrins/Eph 等配
体/受体系统，同样参与血管生成的调控，具有共同的配体/受体信号系统[12]。 
1.2.1 神经突起导向因子 Netrin 及其受体与肿瘤发生及侵袭转移的研究进展 
Netrin 家族是第一个被鉴定出来的可溶性神经突起导向因子家族，是一类
结构上与 laminin 相关的可分泌蛋白[13,14]。在哺乳动物中，Netrins 家族包括 5
个成员：3 个分泌型蛋白（Netrin-1,3,4），2 个 GPI（糖基磷脂酰肌醇）膜锚定
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蛋白（Netrin G1 和 G2）。分泌型 Netrins 受体包括 3 个家族：DCC(Deleted in 
Colorectal Cancer)家族，UNC-5 同源家族( uncoordinated-5 homolog，UNC5H )，
DSCAM (唐氏综合症细粘附因子)家族。DCC 家族包括 DCC 和 Neogenin，UNC5
家族包括 UNC5A 到 D。神经突起导向因子 Netrin-1 是 Ne trin 家族成员之一，
由底板分泌。在神经发育过程中，Netrin-1 通过与其受体 DCC 蛋白和 UNC5H
同源蛋白两大家族结合发挥作用。近年的研究表明，Netrin-1 及其受体 DCC 和
UNC5H 在诸多肿瘤中表达异常，可能在肿瘤的发生过程中起到重要作用。 
首先， Netrin-1 的受体 DCC 在乳腺癌、食管癌、胃癌等多类肿瘤中，DCC 的
表达显著降低，而且因在大部分结直肠癌中表达缺失而得名结直肠癌缺失蛋白
[15]。而 Netrin-1 可通过 DCC 调节细胞存活，进而促进肠肿瘤发生[ 16] 。2004
年，Mazelin 等基于 Netrin-1 转基因小鼠的研究证实：Netrin-1 在转基因小鼠的
结肠中高表达，而其受体 UNC5H 和 DCC 在所有肠上皮细胞中都有表达，而
且表型是结肠增生和腺瘤发生频率增高，这表明 Netrin-1 有可能作为原癌基因
在结肠癌的早期发生起着重要作用[ 17]。Fitamant 则发现 Netrin-1 与乳腺癌细胞
的存活和转移关系密切[ 18]：他认为 Netrin-1 的表达增加转移的乳腺癌细胞存活
率，但不足以形成癌细胞转移灶，所以 Netrin-1 的表达量可以用于判断乳腺癌
的转移性的强弱。而在 92 例非小细胞肺癌中，Netrin-1 基因表达高的就有 43
例。 
Netrin-1 还可通过调节细胞凋亡参与肿瘤的发生、发展和转移过程。细胞
凋亡紊乱是肿瘤形成的重要机制，若细胞的增生与死亡平衡破坏，则可能导致
肿瘤发生。Netrin-1 能从多个通路参与调节细胞凋亡，肿瘤细胞中 Netr in-1 高
表达有利于逃避其受体介导的细胞凋亡，如肿瘤细胞自分泌 Netrin-1 表达可能
抑制 UNC5H 所诱导的细胞死亡。继而 Netrin-1 通过这些通路打破细胞的生存
平衡，参与肿瘤发生过程。当肿瘤细胞过表达 UNC5H 时，其增殖和迁移的水
平都会有不同程度的下调，而这种抑制肿瘤增殖和迁移的功能可以通过
Netrin-1 的存在而抵消。Netrin-1 与受体 DCC 或 UNC5H 结合后可直接抑制细
胞凋亡。有研究表明，虽然游离的 Netrin-1 受体 DDC 或 UNC5H 都能诱导细
胞凋亡，但是与 Netrin-1 结合后反而抑制细胞凋亡。可能有 3 条信号通路参与
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了这一抑制凋亡过程[ 19]。AKT 样分子 DIP13a( DCC interacting protein 13 )介导
的 AKT 通路、通过细胞外信号调节激酶( ex tracellular signa l-regulatedk inase，
ERK1 /ERK2)通路、Netrin-1 能抑制 p53 转录调节因子诱导的细胞凋亡通路。
Netrin-1 与 DCC 结合后，能使 DCC 胞内区 C 末端募集 caspase-3，从而抑制
caspase-3 活性，阻断 caspase-3 介导的细胞凋亡进程。Netrin-1 的 UNC5b 受体
基因的外显子中包含有 p53 结合序列，且在基因毒性压力诱导下，UNC5b 只
在 p53+ / + 型细胞中表达，而不能在 p53-/ -型细胞中表达。如果通过分子技术
抑制 UNC5b 表达，则能阻断 p53 诱导的凋亡，这表明 UNC5b 直接受 p53 基因
调控并且参与了 p53 诱导的凋亡程序，且 Netrin-1 与 UNC5b 结合能完全抑制
p53 诱导的凋亡通路。Netrin-1 可能是抑制其下游环节，既能抑制 caspase 诱导
的死亡结构域释放和对胞内区的剪切作用，又能激活 AKT 通路等抗凋亡通路，
阻断细胞色素 C 凋亡通路。同时，Netrin-1 的表达也直接受到 p53 调控[20]。这
样，Netrin-1 及其受体通过与 p53 发生直接或间接的作用参与细胞凋亡调节。
加之，Netrin-1 结合受体后可完全阻断 p53 诱导的一系列细胞凋亡通路，并能
激活 sm a ll GTPases 和 MAPK 通路[20] ，促进肿瘤发生。 
免疫组织化学法检测组织中 Netrin-1、MMP-2 的表达：肺癌组织中 Netrin-1
表达的阳性率为 51.1%,MMP-2 表达的阳性率为 60%,而在肺良性病的组织中
Netrin-1 和 MMP-2 表达的阳性率分别为 11.1%和 22.2%。因此在肺癌组织中
Netrin-1 和 MMP-2 的阳性表达率显著高于其在良性肺疾病组织中的表达
(p<0.05)
[21]；研究结果表明 Netrin-1 可能通过 MMP-2 途径在肺癌组织血管拟态
的形成中发挥作用，但 Netrin-1 具体的作用机制尚未阐明。通过小管形成实验
和 Transwell 小室分别检测 Netrin-1 对人肺腺癌细胞株 A5499 管道形成能力和
迁移能力的影响发现：Netrin-1 干预人肺腺癌 A549 细胞 24h 后,其受体 DCC 表
达升高,人肺腺癌细胞 A549 的管道形成能力、侵袭能力、迁移能力增强；Western 
blot 以及 RT-PCR 检测显示 Netrin-1 干预人肺腺癌细胞 A549 后其受体 DCC、
金属基质蛋白酶 MMP-2 和 9 活性增强[20]。这表明 Netrin-1 可能通过增加其受
体 DCC 的活性,增加细胞分泌 MMP-2/9,增强 A549 细胞迁移、侵袭能力,从而增
强肺癌血管拟态形成的能力,促进肿瘤生长。 
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